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以下の硫酸酸性排水は日本全国の ヶ所以上
の温泉や鉱山および休廃止鉱山から排出されている ）．
山形県内にも約 ヶ所の廃止鉱山があり，その多くで，
雨水や地下水が坑道やその周辺の岩盤を流れる際に酸素
の存在下で黄鉄鉱などの硫化鉱物と化学反応して生じた
硫酸や，硫酸酸性下で可溶化した有害な重金属（ヒ素，
カドミウム，鉛など）を含む抗廃水が河川に流出してい
る． このため操業を停止した後も半永久的に廃水処理
問題が発生している． 現在，坑廃水のほとんどは未処
理のまま流出されるか， 一部で消石灰あるいは炭酸カ
ルシウムによる中和凝集沈殿処理が行われている． し
かし，化学的な中和処理により生じるスラッジ（汚泥）
は多量であり，その処理は困難で，ほとんどは沈殿池な
どの産業廃棄物処理場に送られる．現在，それらの処理
場の確保は日々困難になってきている ）うえ， 実際こ
れらの化学的中和処理に携わる人の中には，噴霧の際の
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消石灰の吸引は避けられずに，アルカリの持つタンパク
質溶解などの毒性に苦しむ人も少なくない．現在，現行
の化学的中和処理法に比べて低コストで，廃棄物の削減
と回収がより容易であり，人体に対しより安全な方法が
緊急の課題である．近年硫酸還元細菌による硫酸の除去
方法 ）や，金属耐性の硫酸還元細菌をはじめとする微
生物による生きた細胞での吸収や吸着による重金属の除
去法が提案されている ）．真菌類もまた各種の重金属
除去能を有しており， 酵母の中にはこの機能性の優れ
ている菌株も存在し ），耐酸性能，酸中和能およびアル
ミニウム耐性を有する酵母 属の数菌株が，
土壌中から分離されている ）．われわれは，これまで
優れた耐酸性能と強い酸中和能を有する酵母
の 菌株を蔵王廃鉱山より初めて単離，
同定し，それらの諸性質を検討してきた．この酵母の持
つ耐酸性能および酸中和能を坑廃水処理のために利用す
るためには，それらの能力の限界や最適条件の検討が必
要である．特に酸性土壌での植物の生育阻害は 毒性
が最大の原因になっている ）．そこで本研究は，本研
究室保存の の 菌株を用い，硫黄鉱山廃水
に約 （ ）と高濃度含まれ，植
物細胞への毒性が強いことが示されている可溶態アルミ
ニウム ）への抵抗性や吸着能を解明することを目的と
した．
実 験 方 法
使用酵母菌株および酸性培地の調製と培養条件
供試 菌株は， 年 月に山形県上山市の蔵王廃鉱
山より採集し，その後 の硫酸酸性 培地を
用いて集積培養後に同寒天培地で純粋分離し，
）に従って
と同定したものである． はこ
の属で唯一ビタミン要求性がないことに特徴がある．こ
れらの 菌株を の硫酸酸性 寒天平板培地
で培養したところ，それぞれ酵母状と桿状形態を示した
ことから， と に類別した．これら両
菌株とも 寒天スラント（ ）上で， で
保存し， ヶ月毎に維持した．これらの菌株の生理学的
特性を に示した．
）によれば， は で生育で
きないこととなっているが， 本菌株は生育が可能であ
ることが異なった．
前培養は，培地 当り 硫酸を 添加し
て に調節した後，ディスクフィルタ （ー ）
で濾過滅菌した硫酸酸性 培地を試験管に
ずつ分注し，それに菌体を 白金耳分接種し， ，
時間静置培養を行った．本培養は，静置培養の場合，培
地を硫酸でそれぞれ目的の 値（ ）に調節
し，ディスクフィルターで濾過滅菌した硫酸酸性
培地をそれぞれ ずつ分注し，前培養後の菌体濃度
が に調節して接種し，培養した．以下
に述べる各種の本培養における菌体濃度はすべてこの濃
度に統一した．本培養を振とう培養で行う場合は，
）の方法に準じ， 硫酸酸性培地
（ ， ， および ）では 硫酸をそれぞ
れ ， ， および 加え，
培地（ ）の を変化させることで調整した．そ
の 培地と硫酸溶液は別々に で 分間滅菌
し，混合した．硫酸酸性 培地（ ）で前培養
した菌体は 容三角フラスコ中の硫酸酸性
培地に接種し，回転振とう培養（ ）を行った．
硫酸酸性条件下における酸中和能調査における初期
値の変化を検討するために 株を用いて以下の
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・
培養を行った．前培養は，前述と同様の方法で行ったが，
本培養は， 容三角フラスコに硫酸（ の培
地は培地 当たり を ， の
培地は 投入）を加えて を調整した 培
地を用い，回転振とう培養を行った．
アルミニウに対する耐性および不溶化
アルミニウム（ ）に対する耐性試験には， ，
または の を含む酸性 培地
（ ， ）を用いた．この培地は 硫酸アルミ
ニウム（ （ ））， 塩化アルミニウム（ ）
あるいは 硝酸アルミニウム（ （ ））溶液と酸
性 培地量混合比を変化させることで調製した．
の （ ）は， ）の方法に
従って調製し，他の 溶液も同様に調製した．これら
の溶液はディスクフィルターで濾過滅菌した．このよう
にして調製した本培養用培地に前培養後の培養液を接種
して，回転振とう培養を行った． 以下の 濃度
の不溶化実験の基本的な操作は， 我妻 ）の示した方
法に従った．本培養は可溶態 の安定性を考慮して，
塩酸酸性 含有（ で ， ，
あるいは を添加） 培地で行った．
を含む培地は， 溶液を適正量（ ，
， および ではそれぞれ ，
， および （ ））を加え，次に
溶液あるいは （ ）を目的の濃度にな
るように加えて調製した．この本培養用の培地に培養液
を接種して，回転振とう培養を行った． の不溶化量
を測定するため培養終了後の培養液を遠心分離
（ ）し，沈殿に蒸留水を加え，上記
の条件で 回菌体洗浄を行った．それらの上清液と洗浄
液中の可溶態 量を測定し，添加量から減少量を求
め， 不溶化した 量を推定した．
の菌体吸着および吸収
株を用い，可溶態 濃度 および
を添加した培地で前述の培養方法で培養した．
培養終了後， ら ）の方法に従い，培養液を 分し，
それぞれ クエン酸溶液と蒸留水で遠心洗浄
（ ， ）を 回繰り返した．洗浄後の菌
体を凍結乾燥した．それらの標品約 を密封試験管
に入れ， 塩酸 を加えて ， 時間加熱した．
冷却後，適宜希釈した後，ディスクフィルターで濾過し，
量を測定した．クエン酸溶液洗浄した細胞を標品と
して測定した 量を菌体内吸収 ，蒸留水洗浄した
細胞を標品として測定した 量（菌体内吸収 およ
び表層付着 量の総和）を菌体吸着 とした．
分析方法
供試菌の生長は， の を分光光度計（日立
）により測定し求めた．培養終了時に，遠心分
離（ ）により菌体除去した培地上清
を，ディスクフィルターで濾過した後，その濾液の還元
糖量と 値をそれぞれ測定した．菌体乾燥重量は上記
の遠心分離で集菌した菌体を蒸留水で 回洗浄し，凍結
乾燥後の重量から求めた． の測定は メーターで
行い，還元糖量はジニトロフタル酸法（ 法）に
より求めた ）．培地上清中の可溶態 の測定は誘導結
合プラズマ（ ）発光分析装置（
）で行った．
結 果
耐酸性能の検討
の 株および
株 菌株の初期 下における生育試験の結果
を に示した．静置培養においては両菌株とも
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（培養終了時の 日目ではいずれも ）以上
の硫酸酸性 培地で生長可能であったが，初期
は培養終了後も変化しなかった．しかし，両菌株とも
以下では生育できなかった．振とう培養におけ
る耐酸性能の調査は および の培地で行った
が，両菌株とも では共通して生育せず，
の培地では 日目にともに生育し （ ）値が
となるとともに，培地の還元糖量はほとんど消失した．
しかし，培地の は変動しなかった（結果は省略）．
株および 株の菌体収量はそれぞれ，
， であり， 株のほうが高かっ
た．このため，以降の実験は 株を用いて行った．
酸中和能を調べる目的で および に調整した
硫酸酸性 培地を用いて培養した結果を に
示した． および における生長パターンも培養
日目の菌体収量も約 であり生長量の差は認めら
れなかったが， 硫酸酸性 培地の中和経過は大き
く異なり， は培養 日目以降急激に上昇し，
日目では中性を示した．一方， においては培養
日目でも 以下であった．
株の可溶態 耐性
ら ）は の 菌株の
耐性は の培地で が限度である
ことを示した．そこで 株の に対す
る耐性を調べる目的で， ， および
の を含む硫酸アルミニウム（ （ ）
），あるいは可溶態 の形状の安定性を考慮し，
塩化アルミニウム（ ）および硝酸アルミニ
ウム（ （ ））を加えた酸性 培地（
）を用いて試験した．供試菌株はいずれの場
合も，生長可能であり，培養 日目の （
）値は を超えたが，培養期間中は可溶態
の減少は認められなかった（結果は省略）． 例
として の 含有酸性 培地（
）における結果を に示した． につ
いてはいずれの 塩濃度条件下でも，培養 日
目で上昇が認められたが， を超えることはな
かった．このような高濃度の の存在では，供
試菌株の高い中和能は認められなかった．さらに
菌体生長もいずれの種類の 塩においても大差
なく，また の有無もほとんど影響がなかった．
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しかし，唯一 添加の場合のみ，培養 日目以降
で菌体はフロックを形成し，吸光度の測定ができなかっ
た．加えて培養過程における培地上清の可溶態 濃度
（ ） （ ）
（ ）（ ）
（ ） （ ）（ ）
はほとんど変化しなかった（結果は省略）．
アルミニウムの不溶化と菌体吸収
以上のように 以上の高濃度の の存在下で
は，酸性培地の中和も の不溶化も生じなかったこと
から，低 濃度における酸性培地の中和と の不溶
化を検討した．自然界において最も高濃度の を含む
廃水は硫黄鉱山の廃水である ）が，その濃度は
以下である．そこで本試験では， ， ， および
の を酸性培地に加え， 株による可溶態
の不溶化を検討した．なお，可溶態 の形状の安
定性を考慮し， および （ ） を加えた酸性
培地（ ）を用いた． および の
（ ）を加えた酸性 培地の経時的状況を
に， および （ ）を加えた培養終了後（ 日
目）の結果を に示した． の添加では培養
日目で培地の可溶態 はほとんど消失したが，
の添加では培養 日目までは減少せず， 日目で約
の可溶態 が残った（ ）．この傾向は，
を添加した場合も同様であった（結果は省略）．
培養 日目には全ての試験区で培地が中和され，
や の を添加した場合は可溶態 の除
去はほとんど認められず，むしろ の を添加
したほうが培地上清に残留した可溶態 量が少なかっ
た．さらに，生菌数（ ）は の を
添加したほうが 添加区に比べ著しく多かった
（ ）．対照として， を添加せず 日間培養した
場合の （ ）， および生菌数（ ）
はそれぞれ ， および であった．これらのこと
から 株はこのような酸性環境条件では生長に
一定濃度の可溶態 が必要であることが示された．
次に，可溶態 の減少が菌体付着によるものか菌体
内吸収によるかを明らかにする目的で， ら ）の
方法に従い，クエン酸溶液と蒸留水の 通りの洗浄を行
い，それぞれ の吸収量と吸着量を測定し，その結果
を に示した． あるいは （ ）を
添加した場合，いずれも菌体が吸収および吸着した
量は少なく，添加量の 程度しか除去されなかっ
た．一方， ではいずれの 塩の場合において
も 以上の を吸収した．特に を加えて培養
した菌体においては 以上の吸着を示した．
および 相当量の あるいは （ ）
（ ） （ ）
（ ）
（ ） （ ）
（ ）
（ ） （ ）（ ）
（ ）
（ ）
（ ）
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を添加した培地において 日間培養した場合の顕微鏡写
真を に示した． 添加ではいずれの 塩
においても菌体のフロックは認められなかったが，
添加の場合はいずれもフロックを形成した．
考 察
自然界より単離された 以下の硫酸酸性で生長
できる酵母はこれまで 属の 菌株（
ら ）），耐酸性酵母 株（ ら ））
および 株（滝田ら ））のみである．
しかし，われわれが蔵王廃鉱山から分離した酵母菌
菌株は本実験で強い硫酸酸性
環境下においても生息可能な耐酸性を持つ微生物である
ことが判明した．さらに， 株は
に示した 以上の硫酸酸性 培地を中
和可能にする性質を有し，廃水に含まれる を不溶性
の水酸化化合物に変化させる ）など，金属の不溶化に
利用できることを示唆した．加えて， のような
苛酷な酸ストレス条件下では菌体の著しい形態変化をお
こすことが特徴であった（ ）． ら ）は，
株を のような強い酸性条件で生育
させた場合，細胞表層が肥厚化することを報告している．
しかし， 株の場合は菌体の連鎖とそれに伴う
フロックの形成が見られたが，細胞表層の肥厚化は確認
できなかった．金属除去能を有する酵母において，細胞
表層の多糖や糖タンパク質の関連が示唆されており ），
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今後 株の耐酸性と細胞表層の組成変動との関
連を検討することが必要と思われる．
酸性土壌での植物の生育阻害は 毒性が最大の原
因 ）であり，硫酸酸性鉱山廃水を含む流域での栽培植
物への影響も大きい ）．まず， 除去能を検討する前に，
酵母 株の可溶態 への抵抗性程度を検討す
るため， ）あるいは ら ）
の行った方法に従って， という自然界には
ありえない著しい高濃度の が含有した酸性培地（
）で検討した（ ）．その結果， 以上の
を含む培地では， の 緩衝作用 ）により培地の酸
中和が妨げられ（ までは上昇した）， の不溶
化は見られなかったが に対する抵抗性は同程度有し
ていることが判明した．一方， 以下の の
緩衝作用は 株の酸中和能および生長にほとん
ど影響がみられなかった（ ）．さらに，
）が分離した数属の真菌類あるいは
ら ）の 株の場合は， における
への抵抗性を調査したものであるのに対して，本研究は
より過激な条件である で行っているため，
株はさらに強い への抵抗性があることが示唆さ
れた．日本のような酸性土壌が多い地域において栽培植
物に対する の毒性は深刻な問題である． 感受性
植物にとっては，可溶態 の毒性はその根を 活動
度の低い の塩酸酸性下 ）でも， の
溶液に短時間浸しただけで根の伸長が阻害される ）．
また，松本 ）は 抵抗性のコムギ（ ）でさえ
の で 時間処理しただけで根の伸長域の細胞
死が見られることを示している．これらのことから，酵
母を含むこれらの真菌類の 耐性は植物に比べてはる
かに高いことから，これら真菌類の 耐性機構の解明
あるいは遺伝子の利用が植物育種にも応用できる一端を
示していると思われる．
一方，廃水の環境汚染を除去するためには， その
ものの除去が望ましい．今回試験した 株によ
る の不溶化実験において， および
の 添加では可溶態 はほとんど減少しなかっ
たが，むしろ高濃度の 添加では約 前後，
では， の 以下が可溶態 として回収された
のみであった（ ）．しかし，培養終了後蒸留水で
遠心洗浄しても培養過程で不溶化した の多くが
の上昇や菌体表層との相互作用により回収できないこと
が考えられる．そのため一般に不溶態 の可溶化に用
いられるクエン酸による洗浄 ）と蒸留水洗浄の比較を
行った（ ）．その結果， から の濃
度で添加した可溶態 の多くは，細胞内に吸収され，
付着量は少ないと思われた．しかし， 以下の濃度
で添加した場合，酵母細胞の生存率も低く， の吸収
も極めてわずかであったことから，著しい酸性環境にお
ける 株の生長には一定濃度の が必要なの
かもしれない．このような比較的高濃度の が必須栄
養素であるという微生物の例は今まで報告されておら
ず，さらに詳細な検討が必要と思われる．
ら ）は 株が 耐性とともに
マグネシウムに対しても同程度の濃度で耐性であること
を示した．また， ら ）や ）は他属の酵母細
胞による重金属吸着現象について報告している．今後は
本試験で用いた酵母 株のほかの重金属耐性能
や吸着能の検討も行いたい．
摘 要
蔵王廃鉱山の酸性廃水（ ）より単離した
および と名付けた酵母 菌株は， の培
地で生長可能であり， と同定し
た． 株の生長細胞の生長および生
物蓄積におけるアルミニウム（ ）イオンの影響を調査
した．この菌株は高濃度の （ ）にも強い耐性
を示した． 以下の を含む の培地で
日間培養した場合，培地は中和され， はほとんど細
胞内に蓄積した．この 蓄積と酵母の生長は培地の初
期 と 濃度に依存した．これらの結果は，この酵
母菌株が高濃度の を含む強い酸性鉱山廃水の微生物
除去に有用である可能性を示唆した．
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